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La selección natural no trabaja como un ingeniero, sino como un  
chapucero que todavía no sabe que va a producir,… un chapucero que 
recupera todo lo que le cae sobre sus manos, incluyendo los objetos más 
heterogéneos,... Un chapucero que aprovecha todo lo que encuentra 
 a su alrededor para obtener algún objeto que sea útil.  















Introducción. El empalme alternativo de genes produce diferentes transcritos de ARNm a 
partir de un solo gen. Aunque no se ha valorado su importancia en los genes de 
Toxoplasma, su alta frecuencia en genes eucariotas sugiere que este es uno de los 
mecanismos más importantes en el aumento de la diversidad proteica. Como todas las 
proteínas de micronemas, AMA1 es secretada por los taquizoítos de Toxoplasma durante 
el proceso de invasión, siendo una de las piezas indispensables para dicho proceso. 
Materiales y métodos. Se identificaron variantes de empalme alternativo mediante la 
comparación de alineamientos pareados entre los ADNc y ESTs del gen Tg-ama1 contra 
su secuencia genómica, considerando los motivos consenso de reconocimiento del 
spliceosoma. Los resultados fueron verificados por RT-PCR con cebadores que flanquean 
los eventos de empalme alternativo. Resultados. Se caracterizaron los sitios de regulación 
del empalme de Tg-ama1 y se identificaron 4 transcritos alternativos del mismo gen en las 
bases de datos ESTs. En estos transcritos se excluyen 6 exones en un trascrito y se 
incluyen intrones en otros. Se confirmó por RT-PCR la presencia de 3 transcritos 
empalmados alternativamente y uno de estos por secuenciación, corroborando los 
resultados in silico. Conclusiones. Se realiza el primer reporte de empalme alternativo en 
genes para proteínas de micronemas de Toxoplasma. Esto sugiere que dicho proceso 
puede ser relevante en cuanto el aumento de la diversidad proteica de las organelas 
apicales y su relación en procesos de invasión.  
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Toxoplasma gondii es un patógeno protozoario intracelular obligado perteneciente al filo 
Apicomplexa, el cual consta de parásitos intracelulares que tienen ciertas características 
como una estructura celular polarizada, un complejo citoesqueleto y un arreglo de 
organelas al final de su parte apical (Michael W. et al, 2000). Actualmente, el genoma de 
T. gondii ha sido secuenciado y se ha generado una base de datos especifica 
denominada toxoDB (Radke J., et al., 2005) en la cual se encuentra información de 
secuencias del parasito de tipo genómico en “contigs” y librerías de ADNc cortos, 
conocidos como EST “expressed sequence tags” (Boguski M., 1993). Estas han generado 
una gran cantidad de datos que permiten la identificación de sus genes y el análisis de su 
expresión (Ajioka J., et al., 1998) con herramientas bioinformáticas; además son 
consideradas como la mayor fuente de información para la detección computacional de 
isoformas producto de empalme alternativo de genes (Bonizzoni P., et al. 2006). 
 
Los análisis filogenéticos de aislados de T. gondii indican que la especie está dividida en 
tres clados principales, que representan tres linajes clonales denominados como tipo I, II, 
III, respectivamente (Howe D. & Sibley L., 1995; Darde M., et al. 1992). Los trabajos 
realizados con análisis de polimorfismos de los fragmentos de restricción o RFLP y con 
análisis de secuencias de ADN indican que solo existe un 1% de divergencia entre los tres 
linajes (Ajioka J., et al. 1998; Bulow R. & Boothroyd J., 1991; Parmley S., et al. 1994). En 
adición, otros análisis genéticos en Toxoplasma gondii tales como RFLP, ADN polimórfico 
amplificado aleatoriamente (RAPD)-PCR y microsatélites han identificado marcadores que 
muestran que dichos linajes son altamente clonales (Johnson A., 1997). Por esto, se cree 
que el origen de la estructura genética poblacional de T. gondii se debe a un efecto de 
cuello de botella ancestral que ha sido mantenido por un bajo índice de recombinación 
sexual (Howe D. & Sibley L. 1995). A pesar de esta pobre variabilidad genética, 
Toxoplasma infecta un amplio rango de células de vertebrados incluyendo células 
fagocíticas y no fagocíticas (Sibley L., 1993), siendo capaz de infectar y reproducirse 
dentro de casi cualquier célula nucleada de mamífero o ave (Michael W. & Boothroyd C., 
2000). Dejando así una gran cuestión en cuanto a la estructura genética poblacional de 
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Toxoplasma, ya que no explica como el parásito con sus linajes altamente clónales gana 
diversidad proteómica y como ésta diversidad se relaciona con los procesos de invasión a 
la célula hospedera (Gutiérrez A., et al. 2006)   
 
Para conocer los mecanismos de infección y la biología de los procesos de adhesión 
celular de los parásitos pertenecientes al filo Apicomplexa, se han realizado estudios 
enfocados en genes que codifican para proteínas de su superficie (Lekutis C., et al. 2001). 
Uno de estos genes es el Antígeno de Membrana Apical-1 (Tg-ama1) (Hehl A. et al. 
2000), el cual codifica para una proteína que promueve el proceso de invasión a la célula 
hospedera y juega un papel esencial en el crecimiento del parásito. La proteína AMA1 
presenta tres dominios extracelulares altamente conservados, los cuales han sido 
considerados como posibles blancos terapéuticos (Kocken C., et al. 1999). Por este 
motivo la proteína AMA1 ha sido considerada en Plasmodium falciparum y Plasmodium 
vivax como uno de los principales candidatos para el desarrollo de vacunas, en su fase 
sanguínea (Hodder A., et al, 2001; Kocken C., et al. 1999). En Toxoplasma gondii, 
estudios realizados en ratones inmunizados con la proteína Tg-AMA1 recombinante, 
lograron el bloqueo del proceso de invasión a la célula hospedera en un 40% (Hehl A., et 
al, 2000), la cual la hace una vacuna imperfecta (Gandon S., et al. 2001; Gandon S., et al. 
2003).   
 
Existe evidencia de empalme alternativo de genes en diferentes proteínas de T. gondii 
(Delbac F., et al. 2001; Chaudhary K. et al. 2005; Ling Y., et al. 2007) y en el presente 
estudio nos preguntamos si la proteína Tg-AMA1 presenta isoformas producto de 
empalme alternativo, y sabiendo que este produce cambios significativos en el contenido 
de una secuencia proteica (Lee C. & Wang Q., 2005); hipotetizamos que este proceso 
podría dar como resultado la variación de la proteína Tg-AMA1, por la producción de 
isoformas. Abriendo así un nicho de investigación sobre el papel que podría tener el 
empalme alternativo de genes en las familias proteicas de Toxoplasma gondii 
involucradas en la invasión a la célula hospedera y en procesos de selección de 
candidatos vacúnales. En el presente estudio se pretende conocer por métodos 
bioinformáticos si el empalme alternativo de genes produce Isoformas en el gen Tg-ama1 









2.1. Objetivo General.  
   
Identificar y caracterizar isoformas producto de empalme alternativo del gen Tg-ama1 por 
medio de herramientas bioinformáticas y moleculares.   
 
2.2. Objetivos Específicos. 
 
• Determinar la organización exón-intron del gen ama1 de T. gondii mediante 
alineamientos pareados. 
• Identificar EST del gen Tg-ama1 con eventos de empalme alternativo por medio de 
herramientas bioinformáticas.  
• Deducir la secuencia de aminoácidos de las posibles isoformas y caracterizarlas 
por métodos bioinformáticos.  
• Validar por medio de la técnica RT-PCR algunas isoformas generadas por 













3. MARCO TEORICO 
 
 
3.1. Toxoplasma gondii 
 
Toxoplasma gondii es un patógeno protozoario intracelular obligado descrito por primera 
vez en 1908 por Nicolle y Manceaux trabajando en el Norte de África y por Splendore 
trabajando en Brasil. Toxoplasma pertenece a el filo Apicomplexa, el cual consta de 
parásitos intracelulares que tienen ciertas características como una estructura celular 
polarizada, un complejo citoesqueleto y un arreglo de organelas al final de su parte apical 
(Fig. 1) (Michael W. et al, 2000). Este infecta un amplio rango de células de vertebrados 
incluyendo células fagocíticas y no fagocíticas y sobrevive dentro de la célula hospedera 
en un compartimiento denominado vacuola parasitofora (Fig. 1), que es formada por la 
invaginación de la membrana plasmática de la célula del hospedero (Sibley L. 1993). 
               
 
Fig. 1. Microfotografía electrónica de un taquizoito de T. gondii en la vacuola parasitofora (pv) en el 
citoplasma de un fibroblasto de prepucio humano. Conidios (c), micronemas (mc), roptrias (r), 
gránulos densos (d), mitocondria (mt), núcleo (n), tubos intravacuolares (t), mitocondria de la célula 




3.1.1. Ciclo de vida de T. gondii.    
 
Toxoplasma es capaz de infectar y reproducirse dentro de casi cualquier célula nucleada 
de mamífero o ave. El ciclo de vida está dividido en infecciones felinas y no felinas, las 
cuales están correlacionadas con su replicación sexual y asexual, respectivamente (Fig. 
2). El componente asexual consta de dos estados distintos de crecimiento dependiendo 
de si la infección esta en fase aguda o crónica. El estado taquizoíto define el rápido 
crecimiento del parásito hallado durante la fase aguda  de la Toxoplasmosis (Michael W. 
et al, 2000). 
  
 
Fig. 2. Ciclo de vida de T. gondii. Tomado de Michael W. et al, 2000. 
 
En los animales infectados, los taquizoítos se diferencian en bradizoítos y forman tejidos 
císticos que aparecen de 7 a 10 días post-infección. Estos son hallados 
predominantemente en el sistema nervioso central y tejido muscular, donde pueden residir 
por la vida del hospedero. El desarrollo de tejidos císticos a través del cuerpo define el 
estado crónico del ciclo asexual. Los quistes que son ingeridos a causa de comer tejido 
infectado son rotos y pasan a través del tracto digestivo, causando la liberación de los 
bradizoítos. Estos bradizoítos pueden entonces infectar el epitelio del lumen intestinal, 
donde ellos se diferencian retrocediendo a la rápida división del estado taquizoíto para la 
diseminación a través del cuerpo, completando con esto el ciclo asexual (Michael W. et al, 
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2000). El ciclo sexual ocurre solamente en gatos y no ha sido posible producirlo en 
cultivos. Este ciclo es un clásico coccidio e involucra gametogénesis, formación del cigoto 
y desarrollo en un oócito que es liberado en las heces del gato. Siguiendo un corto tiempo 
en el medio ambiente, el oócito  madura y  se hace completamente infeccioso (Boothroyd 
J. et al., 1997). 
 
3.1.2. Organelas secretoras de T. gondii.  
 
T. gondii es una célula que tiene una semipolarización en sus rutas secretorias, las cuales 
proporcionan una direccionalidad en el proceso de invasión a la célula hospedera que es 
conducida por una cascada de eventos de exocitosis iniciados en el polo apical de la 
célula. El núcleo de Toxoplasma está localizado cerca del centro de la célula y la 
envoltura nuclear está continua con el retículo endoplasmatico. Anterior al núcleo esta una 
sola pila de 3 a 5 cisternas de Golgi que frecuentemente se encuentran cubriendo 
vesículas que surgen de la  cara  trans de golgi, la cual morfológicamente se parece a la 
Red Trans Golgi  (Fig. 3). Solo los Apicomplexas tienen tres tipos de gránulos secretorios 
(micronemas, roptrias y gránulos densos) transportando sus proteínas características 
(MICs, ROPs y GRAS, respectivamente) (Fig. 3) (Huân M. et al. 2000).        
 
Los micronemas, roptrias y gránulos densos parecen ser parte de las rutas secretorias 
clásicas y usan maquinarias de clasificación similares a las halladas en células de 
mamíferos y levaduras. Todas las proteínas conocidas en estas organelas son 
sintetizadas con una secuencia señal en el N – terminal que media su entrada a la ruta 
secretoria por translocación a través de la membrana del retículo endoplasmático.   
 
Las proteínas de los micronemas y los gránulos densos son clasificadas en las red Trans 
Golgi, por contraste, las proteínas contenidas en roptrias son clasificadas en un 
compartimiento inmaduro pre-roptrias que puede ser funcionalmente análogo a los 
gránulos secretorios inmaduros. Los gránulos densos de T. gondii contienen proteínas 
secretorias que son estrictamente solubles (como GRA1, GRA3, NTPasa) o son halladas 






Fig. 3. Organelas de Toxoplasma gondii. Modificado de Michael W. et al, 2000. 
 
3.1.3. Genómica de Toxoplasma gondii 
 
La investigación genómica en parásitos del filo Apicomplexa, incluyendo los proyectos de 
secuenciación (Carucci, D.J. et al., 1998), han generado una enorme cantidad de datos 
que indudablemente llevaran al desarrollo de nuevos fármacos contra sus respectivas 
infecciones. Los genomas de parásitos protozoarios, como los de otros eucariotas, están 
compuestos de material nuclear y organelar. Toxoplasma contiene un genoma nuclear de 
87 Mb, un genoma mitocondrial de 6 Kb y un genoma del apicoplasto de 35 Kb (Wilson, 
R.J. & Williamson, D.H., 1997) y es considerado como el Apicomplexo modelo debido a su 
facilidad de cultivo, replicación del ciclo asexuado y su biología bien caracterizada (Ajioka, 
J.W., 1997).   
 
En contraste con otros parásitos, la congruencia existente entre cariotipos y ligamiento 
genético indican que T. gondii presenta 14 cromosomas (Khan A., et al., 2005). La 
secuenciación de librerías de ADNc cortos, también conocidos como EST de las siglas  
“expressed sequence tags” han generado una gran cantidad de datos para la 
identificación de genes y el análisis de su expresión (Ajioka, J.W. et al., 1998). Los 
análisis filogenéticos de aislados de T. gondii indican que la especie está dividida en tres 
clados principales, que representan tres linajes clónales y que se han denominado como 
tipo I, II y III respectivamente. Esta extraña estructura poblacional indica que posiblemente 
17 
 
se trate de tres especies diferentes, sin embargo, aunque la mayoría de aislados entran 
en uno de los tres linajes, algunos aislados ambientales muestran mezclas genéticas 
entre ellos (Sibley, L.D. & Boothroyd, J.C., 1992). Los trabajos realizados con análisis de 
polimorfismos de los fragmentos de restricción o RFLP y con análisis de secuencias de 
ADN indican que solo existe un 1% de divergencia entre los tres linajes. Se cree que el 
origen de la estructura genética poblacional de T. gondii se debe a un efecto de cuello de 
botella ancestral que ha sido mantenido por un bajo índice de recombinación sexual 
(Howe, D.K. & Sibley, L.D. 1995.). En organismos que poseen un genoma nuclear 
relativamente grande como Toxoplasma gondii, el análisis genómico por EST es más 
rápido y más costo efectivo que el análisis de la información genómica extraída 
directamente del genoma. La aproximación para comparar cepas usando EST ha 
demostrado ser más eficiente para dilucidar diferencias entre la infección aguda y la 
infección crónica. En adición, ESTs generados en una librería de ADNc de taquizoítos de 
la cepa RH, ME49 y bradizoítos ME49 en modelos in vivo e in vitro han revelado 
polimorfismos y diferencias en la expresión de sus genes (Ajioka, J. et al., 1998).  
 
3.2. Proteína AMA1  
 
La invasión de la célula hospedera por el estado asexual de los parásitos Apicomplexos 
es un evento complejo mediado por receptores, que no está bien comprendido aún. Este 
involucra estructuras apicales complejas, antígenos de superficie especializados y 
productos liberados por las organelas secretoras. Las moléculas de T. gondii  
involucradas en la interacción con los receptores de la célula hospedera han sido 
huidizas, principalmente por el amplio rango de células que este parásito es capaz de 
invadir. Algunas de las moléculas mas relevantes están probablemente concentradas en 
la superficie de la membrana apical en el tiempo de la invasión. Una de las proteínas 
implicadas en dicha invasión es el Antígeno de Membrana Apical-1 (AMA1) (Hehl A. et al, 
2000) expresada por estadios infecciosos de los Apicomplexa. Esta es un tipo de proteína 
transmembranal codificada por un gen que contiene ocho (8) exones (Fig. 4A) que dan 
lugar a una proteína con una estructura central conservada determinada por 16 residuos 





Fig. 4. A. Organización exón – intron del gen Tg-ama1, las cajas naranja representan los exones y 
las líneas que las unen los intrones. B. Representación gráfica de la proteína Tg-AMA1, las cajas 
naranja representan las regiones hidrofóbicas y las cisteínas son representadas por líneas 
verticales negras. Modificado de Helh A., et al, 2000.    
 
Aunque la proteína AMA1 de Toxoplasma gondii ha sido poco estudiada, un sorprendente 
alto grado de conservación ha sido hallado entre secuencias de Toxoplasma y 
Plasmodium con una extensión de 34 aminoácidos, desde el residuo His-63 al Ile-96 (la 
numeración es para la secuencia de T. gondii). Un mínimo de 19 y un máximo de 22 
identidades fueron encontradas en alineamientos sin espacios (gaps) de Toxoplasma y 
cada una de las secuencias de Plasmodium solo en esta región, correspondiendo al 56% 
de identidad para P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi  y un 65% para P. falciparum (Hehl A. 
et al, 2000). 
 
La proteína AMA1 posee la estructura de una proteína integral de membrana. Esta 
contiene dos extensiones hidrofóbicas, una cerca del N – terminal, la cual puede actuar 
como una señal peptídica y una segunda localizada en el aminoácido 55 desde el C – 
terminal. Este consiste de 21 residuos predominantemente hidrofóbicos y con carencia de 
residuos cargados. Esto es precedido por un residuo de lisina y seguido por el triplete Lys-
Arg-Lys, lo cual es consistente con la noción de que esta región es un dominio membranal  
(Peterson M., et al, 1989). Todos los 16 residuos de cisteínas preceden el dominio 
membranal predicho. Muchas de las 16 cisteínas forman uniones intramoleculares de 
disulfuro importantes para mantener la estructura tridimensional de la molécula  (Peterson 
M., et al, 1989). Un arreglo similar de 16 cisteínas son preservadas en el ectodominio de 
Tg-AMA1. Las 10 cisteínas correspondientes a los dominios I y II pueden ser fácilmente 
alineadas con las secuencias de la malaria AMA1, sin embargo las 6 cisteínas restantes 
del dominio III no son suficientemente conservadas y forman varios espacios (gaps) en el 
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alineamiento (Hehl A. et al, 2000). Una gran diferencia entre AMA1 de Plasmodium y Tg-
AMA1 es su localización subcelular en parásitos intracelulares: en Plasmodium hay 
reportes de que se encuentran en roptrias (Crewther P. et al, 1990), mientras otros 
reportes (Hehl A. et al, 2000), indican una localización micronemal para la proteína de 
Toxoplasma. Ward y colegas también han localizado Tg-AMA1 en los micronemas 
(Donahue C. et al, 2000) como los blancos intracelulares de proteínas transmembranales 
tipo I; donde, las extensivas diferencias en la secuencia de los dominios en AMA1 de los 
dos parásitos  pueden explicar las diferentes localizaciones.      
 
En un estudio más reciente, (Mital J. et al., 2005) se logró disminuir la expresión de Tg-
AMA1 por medio de un knockout condicional el cual afecta significativamente la secreción 
de las roptrias, sugiriendo un modelo en el cual la asociación intima de Tg-AMA1 con la 
célula hospedera podría generar eventos de señalización intracelular que llevan a la 
secreción de las roptrias.  
 
3.3. Empalme alternativo de genes 
 
El concepto de empalme alternativo de genes fue descubierto con la estructura en 
mosaico de los genes del adenovirus (Burge C., et al., 1999). El empalme del pre-RNA 
mensajero es un paso esencial en la expresión de la mayoría de genes eucariotas, los 
cuales poseen fragmentos nucleotidicos no codificantes denominados intrones; estos son 
copiados en el pre-ARN mensajero inicial, pero son removidos y los exones se unen para 
formar el ARN mensajero maduro. Para el proceso del empalme de exones se necesita 
del reconocimiento inicial de secuencias conservadas de ADN que definen los limites 




Fig. 5. Sitios de empalme consenso para un típico intron eucariota. Pirimidina (Y), purina (R), 




Estas secuencias de reconocimiento permiten la formación del sistema de empalme 
(spliceosoma), el cual es un complejo de ARN y varias subunidades proteicas llamadas 
Ribonucleoproteinas nucleares pequeñas (snRNP), que remueven las regiones no 
codificantes (intrones) del ARNm sin procesar. Las snRNP que componen el spliceosoma 
son llamados U1, U2, U4, U5 y U6 y participan en varias interacciones ARN-ARN y ARN-
proteína. En otras palabras, el Spliceosoma esta comprendido por cerca de 150 proteínas 
y 5 snRNP. Los complejos que forman las snRNP y las proteínas se denominan 
ribonucleoproteínas nucleares pequeñas enriquecidas con Uridina (snRNP). La 
composición de snRNP del spliceosoma difiere en los diferentes estadios de la reacción 
de empalme. Se cree que las funciones del spliceosoma son llevadas a cabo más por los 
ARN que por las proteínas, ya que reconoce los sitios de empalme 5` y de ramificación y 
probablemente participe activamente en la catálisis de la reacción. Así, las funciones de 
las snRNP son reconocer un sitio de empalme 5` y de ramificación, unir los diferentes 
sitios de manera adecuada y catalizar las reacciones de clivaje y unión en el pre-ARNm 
(Watson J. D. et al, 2004). La reacción de empalme debe ocurrir con gran precisión para 
evitar la adición o perdida de nucleótidos en los sitios en los que los exones están unidos, 
ya que de lo contrario se puede alterar el marco de lectura del ARNm por parte de los 
ribosomas en la transcripción. Uno de los mecanismos para asegurar que sitios con 
secuencias similares a los de los sitios de empalme cercanos a los exones sean 
reconocidos preferencialmente, esta constituido por unas proteínas ricas en Serina y 
Arginina (SR) que se unen a secuencias denominadas ESEs (potenciadores de empalme 
exonico) dentro de los exones. Las proteínas SR se unen a estos sitios interactuando con 
los componentes de la maquinaria de empalme, reclutándolos cerca de los sitios de 
empalme. En el caso del sitio de empalme 3’ y tracto de polipirimidinas se reclutan las 
subunidades 65 y 35 KDa de la snRNP U2 (factor auxiliar U2AF), mientras que en el sitio 
5` la snRNP U1 y SF1 conocida como proteína de unión al punto de ramificación o BBP 
(Smith C. et al., 2000) (Fig. 6). Una vez terminado este proceso, comienza el ensamblaje 
de la maquinaria de empalme. Las proteínas SR además de asegurar la precisión y 
eficiencia del empalme constitutivo, también regula el empalme alternativo. Algunas de las 
proteínas SR son reguladas por mecanismos fisiológicos, mientras que otras están activas 






Fig. 6. Ensamble inicial de la ración de empalme en genes eucariotas. Al ARN naciente transcrito 
por la ARN polimerasa II, se le unen inmediatamente varias ribonucleoproteínas nuclear 
heterogéneas (hnRNPs) (representadas por varias figuras verdes), complejos de unión cap (CBC, 
naranja y cafe) y los factores de empalme. Modificado de Smith C. & Valcárcel, 2000.   
 
Las interacciones entre la snRNP U1 unida al sitio de empalme 5’ y SF1/U2AF unidos al 
sitio de empalme 3’ necesariamente existen, pero su naturaleza molecular no ha sido 
establecida completamente. Sin embargo los candidatos que unen dichos factores en 
eucariotas son miembros de la familia proteica ricas en serina – arginina (SR), que están 
conformadas por un motivo de reconocimiento de ARN en su N – terminal que media la 
unión al pre-ARNm y los dominios de las RS en su C – terminal median las interacciones 
proteína – proteína (Fig. 7).           
 
Los genes eucarióticos contienen un gran número de intrones y en muchos casos los 
exones se pueden empalmar de múltiples maneras, generando diversidad en el ARN 
mensajero maduro y por ende diferentes isoformas proteicas (Fig. 8). Este proceso se 
denomina empalme alternativo de genes, el cual permite la inclusión opcional o la 
substitución de exones (Fig. 8). Las proteínas resultantes denominadas isoformas 
comúnmente varían en su composición de dominios lo que varía también sus funciones 





Fig. 7. Ensamble complejo del spliceosoma y retirada de intrones en genes eucariotas. Las 
proteínas SR (color rojo) promueven el ensamble del complejo al unir la snRNP U1 con U2AF. De 
igual manera la snRNP U2 une la snRNP U1 y SF1/BBP. Subsecuentemente se unen las snRNP 
U5 y U4/6 permitiendo el ensamble de un spliceosoma maduro y la retirada del intron. Modificado 
de Smith C. & Valcárcel, 2000 
 
Mas dramático es que el empalme alternativo de genes puede llevar a una terminación 
prematura de los marcos de lectura e incluso usar la misma secuencia de ARN mensajero 
en dos marcos de lectura distintos. Por esta razón muchos productos del empalme 
alternativo son importantes reguladores del mismo proceso. Por ejemplo: la apoptosis o 
muerte celular programada es regulada por empalme alternativo produciendo isoformas 
antagonistas de las caspasas o de las proteínas Bcl que regulan la supervivencia o la 
muerte celular (Jiang ZH & Wu JY, 1999). 
 
Los procesos actuales para detectar eventos de empalme alternativo se basan en una 
aproximación computacional  por medio de agrupaciones de datos de EST’s (Kan Z., 
2001; Modrek B., 2001). Así, el gran incremento de estos datos (EST’s), estructurados en 
grupos de genes orientados en la base de datos UNIGENE, son la mayor fuente de 
información para la detección computacional de modelos de Empalme Alternativo de 






Fig. 8. Tipos de empalme alternativo en genes eucariotas. La línea negra superior representa la 
secuencia genómica. Las cajas llenas y las flechas denotan los exones, con las flechas indicando 
la dirección de la transcripción, la caja vacía denota un salto de exones y las líneas delgadas 
conectando las cajas indican los intrones. Modificado de Wang B. & Brendel V., 2006. 
 
 
3.3.1. Bioinformática y empalme alternativo de genes.  
 
En la mayor parte de los estudios bioinformáticos se identifican ESTs que provienen de un 
mismo gen y se observan diferencias que las hacen consistentes con el empalme 
alternativo, como son las inserciones o deleciones (Fig.9a). Cada candidato es entonces 
alineado con el genoma de la especie para verificar su congruencia (Fig. 9b). Teniendo en 
cuenta que la regla GT-AG para el reconocimiento de intrones se cumple el 99,2% de las 
veces se pueden identificar también de esta manera variables por empalme alternativo 
(Burset M., et al. 2000). En uno de los primeros estudios realizados sobre empalme 
alternativo, se alinearon EST contra 382 genes desconocidos y se encontró que 133 de 
ellos tenían variables por empalme alternativo (Mironov A., 1999). En una aproximación 
metodológica distinta, se creó una base de datos con secuencias individuales de intrones 
y se alinearon contra EST anotadas en el Genebank y se encontraron alineamientos con 
un 100% de identidad en 582 genes, sugiriendo de esta manera la presencia del empalme 





Figura 9. Identificación computacional de eventos de empalme alternativo. a. inserciones y 
deleciones mostradas por las ESTs. b. ESTs alineadas con el material genómico. Modificado de 
Modrek, B., et al., 2001.   
 
3.3.2. Evidencia Bioinformática para el empalme alternativo de genes 
 
La detección del empalme alternativo de genes por medio de la bioinformática depende 
de poder identificar formas de EST aberrantes producidas en la masa de datos producto 
del proceso de secuenciamiento. La cuestión entonces radica en: ¿cómo saber que 
estamos identificando eventos reales de empalme alternativo? Los bioinformáticos tratan 
de manera muy cuidadosa los datos que pueden generar falsos positivos como son las 
EST simples aberrantes, la posible contaminación por los vectores de secuenciación y 
excluyendo todas las secuencias con estas características del estudio. La prueba de oro 
es realizar alineamientos de EST con el genoma del la especie a estudiar, de esta manera 
se excluyen todas las secuencias que no alineen al 100% con un locus simple en la 
secuencia genómica. Las EST que alinean con la secuencia genómica son exones y los 
espacios entre ellos son por lo tanto intrones. Los sitios putativos para el empalme (GT-




Los intrones son las regiones donde se encuentran estos motivos de reconocimiento, por 
lo tanto representan una validación independiente de las EST. Observar un evento de 
empalme en una EST, pero no en otra, es insuficiente. Por lo tanto los eventos de 
empalme alternativo representados en las EST deben tener uno de los sitios específicos 
de empalme igual y el otro diferente para ser significativo. Esta es la aproximación clásica 
para detectar el empalme alternativo debido al uso de los motivos de nucleótidos ubicados 
en los extremos de las secuencias 5’ y 3’. La inclusión de intrones debe ser evaluada por 
modelos estadísticos específicos. Para detectar correctamente eventos de empalme 
alternativo se deben agrupar las EST de manera que representen genes individuales tal 
como se hace en la base de datos UniGene; así, por ejemplo, para Toxoplasma existen 
aproximadamente 6.700 genes reportados y 61.116 EST en la base de datos genómica 
de ToxoDB (Jay R., 2005). 
 
3.3.3. Empalme alternativo y proteínas relacionadas en Toxoplasma gondii 
 
Se han publicado tres trabajos que reportan genes cuyos transcritos sufren empalme 
alternativo en T.gondii. En el mas reciente, Ling et al. (2007) caracterizaron dos variantes 
de la proteína Farnesil-difosfato sintasa (FPPS), una enzima que cataliza la síntesis de 
precursores de isoprenoides para la producción de esteroles, ubiquinonas y grupos para 
la prenilación de proteínas. Las isoformas de esta enzima se diferencian por un sitio 
donador alternativo que produce que uno de sus exones reduzca su tamaño, generando 
una proteína no funcional.  
 
Delbac F. et al, 2001. Reportaron que las Miosinas B y C (MyoB y MyoC) de T. gondii son 
codificadas por transcritos provenientes del mismo gen a través del empalme alternativo 
de RNAm, las cuales difieren solo en su cola COOH – terminal dándole diferentes 
localizaciones subcelulares y diferentes solubilidades.  
 
Debido a que los Apicomplexa son incapaces de sintetizar purinas de novo, otro proceso 
de gran importancia en la replicación de estos parásitos es la adquisición de estos 
nucleótidos de las células hospederas. En T.gondii, una de las enzimas involucradas en 
esta ruta es la hipoxantina-xantina-guanina fosforibosiltransferasa (HXGPRT), la cual 
posee dos isoformas producidas por transcritos empalmados alternativamente que se 
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diferencian por la inclusión de un exón que introduce 49 aminoácidos al extremo amino de 
una de las isoformas (White et al. 2000). Aunque ambas enzimas se localizan en sitios 
diferentes de la célula, estas muestran comportamientos biológicos similares (Chaudhary 
et al. 2005).    
 
Gutiérrez A., et al., 2006. Identificaron un nuevo gen putativo en T. gondii que codifica 
para una proteína perteneciente a una familia proteica rica en serina (SR). Proponen que 
esta familia SR ha evolucionado por varios eventos de duplicación génica como resultado 
de un mecanismo de selección positiva y sugieren además que los procesos de empalme 
alternativo pueden ser un factor importante en el aumento de la diversidad proteica en T. 



























4.1. Herramientas Bioinformáticas 
 
La proteína Tg-AMA1 (AF010264) fue seleccionada para el estudio de empalme 
alternativo ya que además de jugar un papel fundamental en el desarrollo de T. gondii 
(Hehl A. et al, 2000) posee una buena agrupación de datos EST (192) los cuales son la 
aproximación computacional usada para detectar eventos de empalme alternativo 
(Bonizzoni P. et al., 2006).  
 
La búsqueda de las secuencias ADNc y aminoácidos se llevaron a cabo en la base de 
datos UniGene de la National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). El ADN genómico de T. gondii se busco por medio de un 
BLASTN en la base de datos ToxoDB  (http://www.toxodb.org/toxo/home.jsp). 
Posteriormente, se delimitaron los exones e intrones del ADNc, utilizando alineamientos 
pareados de la secuencia con el ADN genómico del cromosoma VIIb (5023822 nt) de T. 
gondii. Este análisis se realizó por medio del programa Sim4 (http://gamay.univ-
perp.fr/analyse_seq/sim4) y se corroboro con el programa ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html). Una vez conocidos los límites intron-exón 
del gen Tg-ama1, se analizaron los sitios 5’ (donador) y 3’ (aceptor) de los intrones con el 
fin de observar que tan conservadas se encuentran las secuencias de reconocimiento del 
spliceosoma en dicho gen. Este análisis fue realizado a través del programa WebLogo  
(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi), el cual indica la frecuencia relativa de cada 
aminoácido o ácido nucleico en una posición determinada de la secuencia.   
 
Los exones del gen Tg-ama1 se analizaron con el programa ESEfinder 
(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home), el cual realiza el 
análisis de secuencias exonicas para identificar motivos ESEs putativos sensibles a las 
proteínas SR humanas. La caracterización bioinformática de la proteína Tg-AMA1 y sus 
isoformas se llevaron a cabo con los programas Smart (http://smart.embl-heidelberg.de/), 
para la búsqueda de dominios; Prosite (http://www.expasy.ch/prosite/), para la búsqueda 
de motivos y aminoácidos funcional y estructuralmente críticos; SignalP 
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), para la identificación de señales peptídicas; 
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html), para generar múltiples 
alineamientos de ADN y proteínas; ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) 
y el programa Virtual ribosome (http://www.cbs.dtu.dk/services/VirtualRibosome/), para el 
análisis de marcos de lectura abierta y la traducción de secuencias de ADN a las 
secuencias de aminoácidos correspondientes; el método Kyte-Doolittle 
(http://gcat.davidson.edu/rakarnik/kyte-doolittle.htm), para la identificación de regiones 
hidrofílicas e hidrofóbicas de la proteína; el programa ASPIc 
(http://t.caspur.it/ASPIC/use.php), para detectar la estructura exón-intron y la predicción 
de empalme alternativo y Sosui (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html), 
para la identificación de regiones transmenbranales putativas.      
 
    4.2.    Extracción y Selección de isoformas: 
 
La búsqueda de secuencias candidatas a ser isoformas se llevo a cabo examinando las 
secuencias ESTs del gen Tg-ama1 de Toxoplasma gondii. Algunas ESTs fueron extraídas 
por cluster de la base de datos UniGene y otras fueron buscadas por medio de la 
herramienta BLASTN en la base de datos ToxoDB, utilizando solamente las que tenían un 
grado de homología mayor o igual a e-20. Una vez obtenidas estas secuencias se 
realizaron alineamientos de las ESTs contra el gen Tg-ama1 y el cromosoma VIIb del 
parásito usando la versión descargable del programa ClustalW y SIM4 (Fig. 10). Cada 
alineamiento observado en el programa SIM4 con un porcentaje de igualdad menor al 
99% fue eliminado del estudio, asumiéndolo como errores del proceso de secuenciación, 
estos resultados fueron corroborados con el programa Spidey 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Ostell/Spidey/), el cual es un programa de 
alineamiento ARNm – genómico .   
 
Para la detección de secuencias reguladoras de empalme alternativo, se realizó una 
búsqueda de motivos nucleotidicos usando el programa Spidey de la base de datos NCBI 
con los motivos universales para empalme alternativo de genes, que son: motivo de 
reconocimiento 5’: AG/GURAGU, el motivo de reconocimiento 3’: NCAG/G, y el motivo de  





Fig. 10. ESTs extraídas por grupos y alineadas con el gen Tg-ama1 y el ADN genómico de T. 
gondii a través del programa SIM4.     
 
4.3.  Fase experimental 
 
4.3.1.  Cultivo de parásitos    
 
Se inocularon taquizoítos de la cepa RH de T.gondii intraperitonealmente en ratones de la 
cepa BALB/c, los cuales son mantenidos en el bioterio del Centro de Investigaciones 
Biomédicas de la Universidad del Quindío en condiciones de esterilidad. Los taquizoítos 
inoculados fueron obtenidos a partir de cultivo en la línea celular THP1 mantenidos en el 
medio RPMI del sistema de cultivo celular GIBCO de Invitrogen, con suero fetal bovino al 
10% y antibiótico (penicilina 100 U/ml y gentamicina 10 mg/ml). La presencia, número de 
células y porcentaje de viabilidad ([numero células viables/numero células total] x 100%) 
se determinó mediante observación en microscopio óptico usando cámara de Neubauer y 
tiñendo los taquizoítos con azul tripano.  
 
4.3.2. Diseño de cebadores 
 
* Los cebadores se diseñaron con base a las 4 posibles isoformas encontradas  del gen 
Tg-ama1 que fueron determinadas desde el análisis de los alineamientos EST–ADN 
genómico, se diseñaron cebadores entre 18 y 21 bases con un Tm entre 57 y 65°C y sin 
estructuras secundarias que perjudiquen el proceso de amplificación (Tabla 1). Para este 
fin se utilizó el programa GeneRunner (www.generunner.com) tomando partes de la 
secuencia que contenía tanto exones constitutivos como el evento de empalme 
alternativo. Las secuencias de los cebadores diseñados fueron revisadas por medio de un 
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BLAST en las bases de datos NCBI y ToxoDB, con el fin de verificar y omitir cualquier 
similitud con otras secuencias de ADN del parasito u otro organismo.  
 
Tabla 1. Cebadores diseñados para las posibles Isoformas encontradas. Diseñados por medio del 
programa GenRunner. 
EST’s Primer 5’ Tm 
°C 



























































     
Para comprobar que no existiera alguna reacción cruzada de los cebadores con el 
material genético del ratón se realizó una extracción de ADN del mismo utilizando el kit de 
purificación de ADN genómico Wizard de la casa comercial Promega y se probaron los 
cebadores en este ADN por medio de una PCR convencional (1. 94ºC x 45 seg. 2. 55-
64ºC x 1 min. 3. 72ºC x 45 seg. 4. Ir del paso 1 al 3 35 veces). Se utilizó un par adicional 
de cebadores de Actina (5’-TGCTATCCAGGCTGTGCTA; 3’-
TTCCAGCCTTCCTTCCTGG; Tm: 58ºC) como control positivo de la reacción. El resultado 
fue visualizado en un gel de agarosa al 1.5%, teñido con 1µl de bromuro de etidio (Fig. 
11), observando claramente que no existe reacción cruzada de los cebadores en cuestión 




Fig. 11. Corrido electroforético de los cuatro 
cebadores de los transcritos analizados 
contra ADN de ratón para observar posibles 
reacciones cruzadas con el mismo; se 
utilizaron un par de cebadores de           




4.3.3.  Extracción de ARN del parasito y RT-PCR  
 
El ARN total fue purificado de taquizoítos de Toxoplasma usando Trizol (Invitrogen, USA). 
Se trataron todos los materiales con solución de DEPC (dietilpirocarbonato) para evitar la 
acción de las ARNasas. Para la RT-PCR se utilizó el kit Access RT-PCR System 
(Promega, Madison) el cual utiliza la enzima retrotranscriptasa del virus aviar de la 
mieolblastosis (AMV) y se  tomo una reacción base con los siguientes pasos: la reacción 
se incubo a 48°C por 45 minutos para la síntesis del ADN complementario y 
posteriormente se inactivo la AMV a 94°C por 2 minutos. Para cada reacción se tomaron 
50 µl de volumen final, usando 10 µl de Buffer AMV/TFi (5X); 1 µl de dNTPs (25 mM c/u); 
2 µl de MgSO4 (25 mM); 2 µl de cada cebador (25 µM c/u); 1 µl de ADN polimerasa Tfi 
(5u/ µl); 1 µl de transcriptasa reversa AMV (5u/ µl), 5 µl de ARN y 26 µl de Agua libre de 
nucleasas. Para el control negativo se tomo el mismo coctel sin la transcriptasa reversa 
(AMV).      
 
4.3.4. PCR y Electroforesis  
 
Las condiciones de ciclado para la PCR fueron estandarizados de acuerdo a los 
cebadores, estos ensayos se realizaron con Taq DNA Polimerasa recombinante del kit 
TucanTaq de Corpogen, tomando una reacción de amplificación por PCR de 25 µl de 
volumen final; utilizando 2.5 µl de Buffer Taq (10X); 1.5 µl de dNTPs (25 mM c/u); 1.5 µl 
de MgCl2 (25 mM); 1 µl de cada cebador (25 µM c/u); 1 µl de Taq-ADN polimerasa  (5u/ 
µl); 5 µl de ADNc y 11.5 µl de Agua libre de nucleasas. El programa de amplificación se 
llevó a cabo en un termociclador modelo Techne Tc-512, de Scie Plas (Fig. 12). 
 
Los productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 
ultra pura al 1.5 %, se utilizó tampón TBE (1X), una mezcla de 3 µl de buffer de carga y 4 





Fig. 12. Condiciones estandarizadas para la amplificación de las isoformas. 
  
Los eventos de empalme alternativo encontrados in silico se consideraron como validados 
por RT-PCR si se obtenía el peso molecular esperado y si los controles de contaminación 
de ADN genómico de T. gondii y de ratón no producían amplificación. Adicional a esto, la  
isoforma mejor soportada por herramientas bioinformáticas y moleculares fue 


















5.1. Proteína Tg-AMA1 
  
5.1.1. Exones e Intrones del gen Tg-ama1 
 
El gen completo Tg-ama1 consta de 2507 pb, el cual puede ser hallado en la base de 
datos del NCBI con el código AF010264. Este gen, fue alineado con ADN genómico del 
cromosoma VIIb (5023822 nt) de T. gondii, tomado de la base de datos ToxoDB, el cual 
se encuentra desde el nucleótido 4879909 al 4886385 y muestra estar distribuido en 8 
exones (Fig. 13). Con la herramienta ORF finder de la base de datos NCBI, se halló que el 
primer (+1) marco de lectura que codifica para 541 aminoácidos desde el nucleótido 52 el 
cual posee un codón de inicio ATG al nucleótido 1677 con un codón de parada TAG, 
dando lugar a una proteína de aproximadamente 60KDa (Nakaar V. et al. 1998).   
 
 
Fig. 13. Organización exón – intron y posición del gen Tg-ama1 en el cromosoma VIIb de T. gondii, 
alineado con el ADN genómico del parásito por medio del programa Spidey de la base de datos 
NCBI. 
 
Para simplificar el análisis de dicho gen, se tomó solo una parte del cromosoma VIIb de T. 
gondii  (4880000 a 4890000), el cual fue alineado con el gen Tg-ama1 obteniendo las 
coordenadas del ARNm, además de las longitudes, identidades y desigualdades cada 
exón perteneciente a dicho gen. (Tabla. 2).  Por medio del programa ASPIc se obtuvieron 
las longitudes de los intrones y los nucleótidos consenso de los sitios donadores y 
aceptores (Tabla 2). Dando como resultado un alineamiento que concuerda con los 





Tabla 2.  Tabla de exones e intrones del gen Tg-ama1, alineados con el ADN genómico de T gondii 










Intron Long Donador 
y 
Aceptor 
1 1 – 241 241 96.7 8 1 567 GT-AG 
 2 242 – 520 279 99.6 1 2 703 GT-AG 
 3 521 – 826 306 100 0 3 300 GT-AG 
 4 827 – 1060 234 100 0 4 239 GT-AG 
 5 1061 – 1402 342 100 0 5 289 GT-AG 
 6 1403 – 1493 91 100 0 6 375 GT-AG 
 7 1494 – 1615 122 100 0 7 282 GT-AG 
 8 1616 – 2501  886 99.7 3 - - - 
 
 
5.1.2 Sitios Donadores y Aceptores del gen Tg-ama1 
 
Los sitios donadores y aceptores predichos anteriormente con el programa ASPIc (GT-
AG) concuerdan con los sitios consenso propuestos para células eucariotas (Zhang Q. 
Michael, 2002). Estos resultados fueron corroborados y ampliados por medio del 
programa WebLogo, el cual indica la frecuencia relativa de cada ácido nucleico presente 
en los límites exón-intron del gen Tg-ama1, hallando con este un sitio donador (GT(A/G)A) 
(Fig. 14A) y un sitio aceptor (CAG) bien definido, en el cual se observa también una alta 
frecuencia de timinas corriente arriba (Fig. 14B). 
 
De esta forma se pudo detectar la organización exón – intron; donde, tanto el sitio 
donador (sitio de empalme 5’), como el sitio aceptor (sitio de empalme 3’) coinciden con 
las características de un gen eucariota, en los cuales los sitios donadores son 
caracterizados por el consenso AG/GURAGU y los sitios aceptores son caracterizados 





Fig. 14. Sitios donadores (A) y aceptores (B) del gen Tg-ama1, mostrando abajo los limites exón 
(mayúscula) – intron (minúscula) de las secuencias analizadas, en cajas rojas se encuentran las 
secuencias consenso. Análisis realizado para los sitios donadores y aceptores de los 8 exones a 
través del programa WebLogo.   
 
Esta alta frecuencia de timinas obtenida corriente arriba del sitio aceptor (sitio 3’) se pudo 
observar mejor mediante el programa WebLogo, ampliando la ventana de análisis a 80 
nucleótidos para el extremo 3’ intrónico del gen Tg-ama1, hallando con esta los posibles 
sitios de unión a proteínas reguladoras de la reacción de empalme, siendo muy evidente 
la región mencionada de timinas que puede corresponder al tracto de polipirimidinas al 
cual se une el factor auxiliar de U2 (U2AF) (Smith C. & Valcárcel, 2000). Unas posiciones 
corriente arriba, se encuentra una adenina que puede corresponder al punto de 
ramificación (branch point) al cual se unen la RNP U2 y la proteína BBP (Smith C. & 
Valcárcel, 2000), sin embargo esta adenina no se encuentra acompañada de su motivo 
consenso YNYTRAY, lo que podría indicar que la regulación del empalme en los 




Fig. 15.  Posibles motivos intrónicos reguladores de la reacción de empalme del gen Tg-ama1, 
indicando el branch point, el tracto de pirimidinas y sitio aceptor.  Consenso realizado a través del 
programa WebLogo. 
 
5.3.2. Secuencias ESEs en los exones de Tg-ama1 
 
El análisis de secuencias ESEs en los exones del gen Tg-ama1, se llevo a cabo en el 
programa ESEfinder 3.0, el cual facilita la identificación de secuencias ESEs putativas 
especificas a cuatro proteínas SR humanas SF2/ASF, SC35, SRp40 y SRp55. Este 
análisis se realizó en cada exón del gen en cuestión, identificando una gran cantidad de 
secuencias ESEs (representadas por  barras) en los primeros cinco (1-5) y último (8) exón 
(Fig.16). Tales secuencias podrían participar en la definición de dichos exones al 
interactuar con proteínas SR (a través de su dominio de unión al ARN) que a la vez media 
interacciones proteína – proteína, reclutando así los componentes del spliceosoma 
(Gutiérrez A., et al., 2006).  
 
Los exones restantes, seis (6) y siete (7), además de ser las secuencias mas cortas del 
gen (91 y 122 nucleótidos respectivamente), presentan una baja frecuencia de secuencias 
ESEs (Fig. 16). Adicional a esto, no se observó ninguna representación 15nt torrente 
arriba del sitio donador (exón 6), ni 15nt torrente abajo del sitio aceptor (exón 7), las 
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cuales son las posiciones más relevantes de las secuencias ESEs en la regulación del 
empalme, lo que podría implicar una baja regulación y por ende una ineficiente definición 
de estos exones.        
 
      
 
Fig. 16. Secuencias ESEs presentes en cada exón del gen Tg-ama1, analizadas con la 
herramienta ESEfinder.  
 
Aunque esta herramienta (ESE finder) fue definida en un sistema mamífero y refleja la 
especificidad de proteínas SR humanas (Cartegni L. et al.,2003); las secuencias ESEs 
predichas han sido conservadas en el linaje de los vertebrados (Fairbrother W., et al., 
2004) y además, recientemente se identificó un nuevo gen SR en T. gondii con un buen 
nivel de similaridad estructural con otros miembros de la familia SR (Gutiérrez A., et al., 
2006). Adicional a esto, hemos identificado varias proteínas SR putativas con parte de sus 
motivos conservados en la base de datos ToxoDB (641.m01519, 59.m00075, 76.m01560, 
37.m00750, 55.m00241) las cuales requieren ser caracterizadas para mejorar el análisis. 
  
5.3.3. Regiones transmembranales de la proteína Tg-AMA1 
 
Por medio del método Kyte-Doolittle se obtuvo información acerca de la posible estructura 
de la proteína AMA1; donde, una región hidrofobica o hidrofilica puede indicar regiones 
potenciales transmenbranales o de superficie en la proteína  (Kyte & Doolittle 1982). 
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Para la ventana de tamaño 9, los picos negativos mas pronunciados indican posibles 
regiones superficiales de proteínas globulares (Fig. 17A) (Kyte & Doolittle, 1982). Estos 
picos pueden representar las regiones hidrofílicas de la proteína, la cual al ser 
extracelular, puede interactuar con el agua gracias a sus  residuos de cisteína.   
 
Fig. 17. Regiones hidrofílicas (A) e hidrofóbicas (B) de la proteína Tg-AMA1. Gráfica realizada a 
través del método Kyte-Doolittle.  
En la ventana de tamaño 19, los picos mayores a 1.8 (línea roja), indican posibles 
regiones transmembranales (Kyte & Doolittle, 1982); las cuales aparecen en la proteína 
AMA1 tanto el extremo amino como el extremo carboxilo (Fig. 17B). Estos picos pueden 
representar regiones hidrofóbicas, las cuales suelen encontrarse en el mismo interior 
hidrofóbico de la membrana bilipidica que son debidas a las largas cadenas 
hidrocarbonadas de las moléculas lipidicas. Estos resultados fueron confirmados por 
medio del programa Sosui, el cual muestra una primera región transmembranal 
(LVGVQVLLVLVADCTIFASGLS) en el extremo N-terminal de 22 aminoácidos y una 
segunda región transmembranal (TALIAGLAVGGVLLLALLGGGCY) de 23 aminoácidos 
en el extremo C-terminal de la proteína, seguida de una cola citoplasmática de 63 
aminoácidos, confirmando con esto además la supuesta cola citoplasmática propuesta por 





5.3.4. Señal peptídica y sitios de clivaje  
 
El servidor SignaP 3.0 arrojó un modelo de proteína secretora para Tg-AMA1. Este 
programa predice la presencia y localización de señales peptídicas y sitios de clivaje en 
secuencias de aminoácidos para diferentes organismos (Procariota - Eucariota), basado 
en una combinación de varias redes neurales artificiales y modelo oculto de Markov 
(HMM) (Dyrlov J. et al., 2004). 
 
En SignalP, dos diferentes redes neurales (Inteligencia artificial inspirada en el 
funcionamiento del sistema nervioso de los animales) fueron usadas. S-score, para la 
predicción de la señal peptídica reportada para cada posición de un  aminoácido de la 
secuencia sometida, donde los valores altos (S score cercanos a uno) indican que los 
aminoácidos correspondientes hacen parte de una señal peptídica y los valores bajos 
hacen parte de la proteína madura; así la figura 18 nos muestra una posible señal 
peptídica que se extiende desde el residuo de metionina (posición 1) hasta el residuo de 
serina (posición 24), con una probabilidad de presencia de 0.796.  
 
 
Fig. 18. Análisis de señales peptidicas y sitios de clivaje en SignalP 3.0 mediante el uso de redes 
neurales, en el cual el valor S predice una señal peptidica de 24 aminoácidos entre los residuos M 
(1) y S (24). El valor C señala el sitio de clivaje mas probable entre los residuos S (24) y S (25).  
 
C-score, es usada para la predicción del sitio de clivaje. Para cada posición en la 
secuencia sometida, varios C-score son reportados, de los cuales solo uno puede ser 
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significativamente alto en el sitio de clivaje. En Tg-AMA1, el análisis mostró que el sitio 
más probable se encuentra entre los residuos 24 y 25: GLS-SS. Así, la forma madura de 
AMA1 en T. gondii se encuentra desde el residuo Serina (posición 26) hasta el final de la 
proteína.   
El modelo oculto de Markov calcula la probabilidad de si la secuencia sometida contiene o 
no una señal peptídica, este modelo también reporta la probabilidad de una señal de 
fijación o anclaje, además el sitio de clivaje es asignado por una probabilidad junto con la 
cuenta de las regiones n, h y c, de la señal peptídica (n – región cargada positivamente; h 
– región hidrofóbica; c – región polar). Así, el HMM (Fig. 19) predijo la existencia de una 
señal peptídica con una probabilidad de 0.988 (n-region, h-region, c-region). Posiblemente 
la proteína no presenta una señal de anclaje (p = 0.001) y el sitio de clivaje mas probable 
se encuentra entre los residuos de alanina (posición 20) y serina (posición 21).  
 
Fig. 19. Análisis de señales peptidicas y sitios de clivaje en SignalP 3.0 mediante el modelo oculto 
de Markov, en el cual, las regiones n, h y c hacen parte de la señal peptídica y el sitio de clivaje 
mas probable se encuentra entre los residuos A (20) y S (21).  
 
5.4. Genes Ortólogos de Tg-AMA1 
 
Aunque Hehl A., et al (2000), detectaron sola una copia del gen Tg-ama1, analizándolo 
por medio de Southern y Northern blots, mediante el análisis bioinformático se detectaron 
dos genes homólogos a Tg-ama1 por medio de un BLASTN en la base de datos ToxoDB. 
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Estos genes putativos se encuentran en la base de datos, el primero con el código de 
acceso ID 145.m00588 (ama1 putativo 1), el cual hace parte del cromosoma XII de T. 
gondii desde el nucleótido 155724 al 158110 y el segundo ID 583.m09144  (ama1 putativo 
2), que hace parte del cromosoma XI desde el nucleótido 4936506 al 4948821. Con la 
herramienta ORF finder se determinaron sus marcos de lectura más largos, codones de 
inicio y parada, que se encuentran consignados en la tabla 3 comparados con Tg-ama1. 
 
Tabla 3. Características principales de Tg-ama1 putativos comparados con Tg-ama1 constitutivo. 
 










T. gondii ama1 VIIb 2507 541 ATG TAG +1 
T. gondii 
ama1 
 Putativo 1 XII 1482 493 ATG TAA +1 
T. gondii 
ama1 
 Putativo 2 XI 1167 388 ATG TAG +1 
 
Para ama1 putativo 1, el programa Smart arrojó un típico dominio AMA1 del aminoácido 
19 al 459 con un E-value de 5.68 e-43. Para ama1 putativo 2, este programa arrojo una 
señal peptídica para los primeros 41 aminoácidos y un típico dominio AMA1 desde el 
aminoácido 69 al 388 con un E-value de 7.37 e-10.  
 
Para conocer las coordenadas e identidades de los genes putativos se realizaron 
alineamientos genómicos por medio del programa Spidey obteniendo tres y cuatro exones 
para los genes putativos 1 y 2 respectivamente (Fig. 20), donde sus coordenadas ARNm, 
longitudes e identidades se muestran consignados en la tabla 4. 
  
 
Fig. 20. Representación gráfica y posición genómica de los genes AMA1 putativos, alineados con 
el ADN genómico de T gondii por medio del programa Spidey. 
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Tabla 4.  Tabla de exones del gen AMA1 putativo, alineados con el ADN genómico de T gondii por 
medio del programa Spidey de la base de datos NCBI. 
 
ama1 putativo 1 ama1 putativo 2 








1 1 – 211  211 100 1 1 – 358 358 100 
2 212 – 1378  1167 100 2 359 – 613 255 100 
3 1379 – 1482  104 100 3 614 – 928  315 100 
- - - - 4 929 - 1167 239 100 
 
La búsqueda de secuencias de nucleótidos y proteínas por medio de diferentes variantes 
de BLAST para T. gondii, no generaron resultados que sugieran la presencia de genes 
parálogos, lo que es positivo para nuestro trabajo ya que se ha sugerido una correlación 
negativa entre el empalme alternativo y la duplicación génica (Su Z., et al., 2006).  
 
 
5.5. Identificación de Isoformas del gen Tg-ama1 
 
Se hallaron 192 ESTs, las cuales fueron extraídas por cluster de 50 ESTs para ser 
alineadas con los genes Tg-ama1 – Tg-ama1 Putativos y su ADN genómico 
correspondiente por medio del programa SIM4 (Fig. 10). Las 192 ESTs fueron idénticas al 
gen Tg-ama1 y ninguna presento algún grado de similaridad con los genes Tg-ama1 
Putativos. La mayor parte de estas ESTs (157) tuvieron una identidad mayor al 99%, 
partiendo de este grupo para la búsqueda de isoformas.  
 
El análisis de este grupo de secuencias se realizó con el programa Sim4, obteniendo con 
este las primeras aproximaciones de procesos de empalme alternativo, al determinar 





Fig. 21. Posibles isoformas in Silico de la proteína Tg-AMA1, alineada por medio del programa 
Sim4.  
 
Estos resultados muestran claramente que algunas ESTs al ser alineadas con la 
secuencia genómica de T. gondii y comparadas con el gen constitutivo Tg-ama1, no 
conservan las mismas posiciones que presentan los exones constitutivos de dicho gen. 
En otras palabras son posibles transcritos alternativos que se están expresando a partir 
de un mismo gen o posibles errores tanto en la transcripción del ARNm como en la 
secuenciación de las ESTs. Para descartar dichos errores es necesario primero 
corroborar los resultados con otros programas diseñados bajo algoritmos diferentes al del 
SIM4 como lo son Spidey (Fig. 22) y ASPIc (Fig. 23) y luego analizar cada EST por medio 
de herramientas bioinformáticas y moleculares.       
 
 
Fig. 22. Posibles isoformas In silico de la proteína Tg-AMA1, por medio del programa Spidey. 
 
Los tres programas arrojaron resultados similares, lo apoya la existencia de estas 
isoformas. Con el programa ASPIc se obtuvieron variables más detalladas, señalando las 
distintas posiciones en que aparecen las ESTs (Fig. 23 a), definiendo con estas los tipos 
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de empalme alternativo como salto de exones, retención de intrones, posiciones 
alternativas, entre otras que fueron consignadas para cada EST (Fig. 23 b).  
 
 
Fig. 23. a. Posiciones de empalme alternativo del gen Tg-ama1, realizadas por medio del programa  
ASPIc. b. Tipos de empalme alternativo del gen Tg-ama1 para cada EST.   
 
Para analizar más detalladamente cada secuencia, fue necesario reconstruir algunos 
transcritos completos teniendo en cuenta las variantes que mostraban las EST, 
sobrelapando la isoforma con el gen Tg-ama1 y el ADN genómico y utilizando 
alineamientos múltiples en el programa ClustalW.    
 
Una vez reconstruidas las isoformas se inició la caracterización con la herramienta 
ORFfinder de la base de datos NCBI y el programa Virtual Ribosime, los cuales nos 
permitieron presumir del primer transcrito (Tgo#S22299699, retención de parte del intron 
tres formando con este un exón adicional), ya que aunque tiene un 99% de identidad con 
el ADN genómico y sus sitios donadores y aceptores están conservados (Fig. 24a), lleva 
con este un codón de parada que interrumpe la secuencia en una parte temprana del gen 
(Fig. 24b), llevándolo posiblemente a su rápida degradación por medio de mecanismos de 






Fig. 24. a. Sitios aceptores y donadores del exón alternativo identificado en la EST 
Tgo#S22299699. b. Reconstrucción gráfica y codón de parada del exón alternativo.  Obtenido a 
través de la herramienta ORF finder y gráficado con el programa Spidey.  
 
El segundo transcrito (Tgo#S22331800) no tiene un marco de lectura bien definido y 
además es frecuentemente interrumpido por codones de parada. Adicional a esto, los 
análisis con los programas Smart (búsqueda de dominios) y Prosite (búsqueda de 
motivos) no arrojaron función alguna o semejanza con otras secuencias. Sin embargo 
tiene una identidad con el ADN genómico del 99% y sus sitios donadores y aceptores son 
los consenso (Fig. 25a).  
 
Este transcrito presenta un exón adicional, corriente arriba de su sitio de inicio 5’ 
constitutivo, región que corresponde a la UTR 5’; adicional a esto, muestra un salto de 
seis (6) exones (2–7) (Fig. 25b) que recortan drásticamente la CDS de 2507 a 550 bases. 
El marco de lectura abierto de esta isoforma obtenido con la herramienta ORF finder (+3) 
es de 210 nucleótidos y de traducirse tendría alrededor de 70 aminoácidos, los cuales 
carecerían de una señal peptídica y de regiones transmembranales, indicándonos que es 
un péptido soluble no secretado, estos resultados se obtuvieron con los programas 





Fig. 25. a. Sitios aceptores y donadores de los exones de la EST Tgo#S22331800. b. 
Representación gráfica del transcrito en cual se observa el exón adicional y la carencia de otros 
seis exones, encerrados en cuadros rojos. Obtenido a través de la herramienta ORF finder y 
gráficado con el programa Spidey. 
 
Este segundo transcrito se logró amplificar por medio de la prueba RT-PCR utilizando 
cebadores que flanqueaban casi el total del transcrito (Fig. 26a), esperando con estos un 
tamaño de 548 pb, obteniendo así la primera isoforma (Fig. 26b).   
 
 
Fig. 26. a. Posición de los cebadores que flanquean la EST Tgo#S22331800 la cual representa la 
primer isoforma del gen Tg-ama1. b. Electroforesis en gel de agarosa de la primer isoforma. PM, 
peso molecular; 1, primer isoforma; 2, Control negativo sin transcriptasa reversa AMV.    
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Por otra parte, la EST Tgo#S19864053 muestra una  retención en el intron 5 del gen Tg-
ama1 (Fig. 20, 21). Esta retención fue amplificada con la prueba molecular RT-PCR, 
utilizando cebadores que flanqueaban el transcrito, tomando desde una parte del intron 
retenido hasta el octavo (8) exón y esperando con estos un amplificado de 505 pb (Fig. 
27a), sin embargo la banda amplificada supera las pares bases esperadas (Fig. 27b). 
Esto posiblemente porque además de retenerse el intron cinco, se retienen también el 
intron 6 como se observa en la EST Tgo#S19554244 (Fig. 20, 21), debido a las señales 
débiles de regulación que tiene el gen Tg-ama1 en los últimos exones (Fig. 16), quedando 
así un transcrito de aproximadamente 1258 pb (Fig. 27b). 
     
 
 
Fig. 27. a. Posición de los cebadores que flanquean la EST Tgo#19864053 la cual representa la 
retención del intron 5 del gen Tg-ama1. b. Electroforesis en gel de agarosa de la región intronica 
retenida en la segunda isoforma. PM, peso molecular; 1, retención intronica; 2, Control negativo sin 
transcriptasa reversa AMV.     
 
Con esta variante el transcrito tendría una longitud de 1353 bases (52–1404), que daría 
lugar a una proteína de 450 aminoácidos (obtenido por ORF finder), debido a que el intron 
retenido (5) contiene un codón de parada en su región 5’,  formando la segunda isoforma 





Fig. 28.  Representación gráfica de la segunda isoforma (Tgo#S19864053), la cual solo contiene 
los primeros 5 exones del gen Tg-ama1. Obtenido a través de la herramienta ORF finder y 
gráficado con el programa Spidey.   
 
A pesar de no poseer los tres últimos exones, esta isoforma conserva el típico dominio 
AMA1 el cual fue determinado con el programa Smart desde el aminoácido 7 al 450 con 
un E-value: 1.56 e-227. La isoforma también conserva una región transmembranal en su 
N-terminal, perteneciente a la señal peptídica  (p=0.990) (Fig. 29a), pero carece de su 
región transmembranal C-terminal y su cola citoplasmática (Fig. 29b). Con estas 
características la segunda isoforma asegura su entrada a retículo endoplasmatico pero su 
carencia posiblemente le impide la correcta secreción, clasificación y anclaje a membrana. 
Sin embargo esta isoforma tiene un subdominio APPLE que va desde el aminoácido 166 
al 214 con un E-value: 1.45 e +3, el cual podría ser suficiente para la clasificación de esta 
isoforma a micronemas (Brecht S., et al., 2001). 
 
 
Fig. 29. Predicción de señal peptídica y regiones transmembranales de la segunda isoforma.  a. 
señal peptídica predica con redes neuronales artificiales a través de SignalP. b. Regiones 




El ultimo transcrito analizado (Tgo#S19554244) muestra una retención en el intron 6 del 
gen Tg-ama1 (Fig. 20, 21). Esta EST fue reconstruida y graficada con el programa Spidey 
(Fig. 30a) y se procedió a determinar su marco de lectura por medio de la herramienta 
ORF finder de la NCBI, la cual arrojó un fragmento de 1548 bases correspondientes a 515 
aminoácidos que van desde el nucleótido 52 (ATG) al nucleótido 1599 (TGA). Este intron 
retenido tiene un codón de parada que recorta los dos últimos exones del gen, formando 
así la tercer isoforma, que consta de los seis primeros exones y una pequeña parte del 




Fig. 30. Reconstrucción gráfica de la tercer isoforma; a. Retención en el intron 6 del gen Tg-ama1; 
b. Primer marco de lectura abierto (+1) de Tg-ama1 y la tercer isoforma, obtenido a través de la 
herramienta ORF finder y graficado con el programa Spidey. 
 
Para validar los resultados bioinformáticos de esta isoforma, se realizó extracción de ARN 
del parasito y se amplificó la retención del intron con la prueba molecular RT-PCR, 
utilizando cebadores que flanqueaban la isoforma (Fig. 31a) y esperando con estos un 
amplificado de 532 pb (Fig 31b). Una vez confirmada la retención intronica del gen Tg-
ama1, se empezó a caracterizar por medio de herramientas bioinformáticas en donde se 






Fig. 31. a. Posición de los cebadores que flanquean la EST Tgo#19554244 la cual representa la 
retención del intron 6 del gen Tg-ama1. b. Electroforesis en gel de agarosa de la región intronica 
retenida en la tercer isoforma. PM, peso molecular; 1, retención intronica; 2, Control negativo sin 
transcriptasa reversa AMV. 
 
El resultado de esta amplificación (banda ~532) fue enviada a secuenciación, obteniendo 
resultados positivos al lograr un porcentaje de identidad del 99% (479/483) con la 
secuencia en cuestión (ANEXO A). 
 
Con el programa Smart se determinó el dominio de esta isoforma, el cual se conserva 
intacto como un dominio AMA1, desde el aminoácido 7 al 465 y con un E-value: 2.93 e-
232. La señal peptídica también se conserva igual a la del gen constitutivo Tg-ama1 (Fig. 
17, 18). Los resultados obtenidos a través del programa Signal P, arrojaron una 
probabilidad de 0.990 desde el primer aminoácido (Metionina) hasta la Serina 25, con un 
sitio de clivaje entre la posición 24 y 25 (Fig. 32a). Con el método Kyte – Doolittle también 
se observaron las mismas dos regiones transmembranales del gen constitutivo Tg-ama1 
(Fig. 15, 16), donde los valores mayores a 1.8 señalan posibles regiones hidrofóbicas 





Fig. 32. Predicción de señal peptídica y regiones transmembranales de la tercer isoforma.  a. señal 
peptídica predica con redes neuronales artificiales a través de SignalP. b. Regiones 
transmembranales predichas con el método Kyte Doolittle.     
 
Los exones siete y ocho que le hacen falta a la tercer isoforma parecen no interferir la 
entrada de esta a retículo endoplasmático, ni en el anclaje a membrana o interferir en su 
función extracelular ya que conserva su señal peptídica, su región transmembranal y sus 
dominios de cisteína, sin embargo esta falencia se ve reflejada en la cola citoplasmática 
donde el gen constitutivo Tg-ama1 cuenta con 63 aminoácidos y la tercer isoforma solo 
con 37, los cuales fueron observados a través del programa Sosui (Fig. 34). 
 
 
Fig. 33. Secuencias de aminoácidos de las regiones citoplasmáticas del gen Tg-ama1 (A) y la 
tercer isoforma (B). Los residuos en negro son hidrofobicos y en azul están los residuos polares; 




En la cola citoplasmática de la tercera isoforma (Fig. 34) se observan dos motivos de 
tirosina que podrían estar involucrados en su localización subcelular. Estos motivos 
podrian tener una funcion similar a los de la proteína ROP2 de T. gondii, los cuales actúan 
como secuencia señal al conducir esta proteína hacia las roptrias (Hoppe H. et al., 2000). 
Esta isoforma probablemente toma una dirección diferente a la de la proteína Tg-AMA1 
constitutiva, la cual carece de dicho motivo de tirosina, pero en su lugar posee un motivo 
(EHEFQ) que se conserva en algunas proteínas que van a las micronemas de 
Toxoplasma (Di Cristina M. et al., 2000) (Fig. 35). Sin embargo se hacen necesarios 
estudios de localización celular para poder afirmarlo con seguridad. 
 
 
Fig. 34. Motivos conservados en las colas citoplasmáticas de Toxoplasma y la tercer isoforma.  En 
cuadros azules se muestran los motivos  de tirosina YXXф y en un cuadro rojo el motivo que marca 
























6.3. Organización exón-intron del Tg-AMA1 
 
La proteína Tg-AMA1 contiene una organización exón – intron conservada (Fig. 14); 
donde, tanto el sitio de empalme 5’, como el sitio de empalme 3’ coinciden con las 
características de un gen eucariota, en los cuales los sitios donadores son caracterizados 
por el consenso AG/GURAGU y los sitios aceptores son caracterizados por NCAG/G 
(Zhang Q. Michael, 2002). Adicional a esto, torrente arriba del sitio aceptor (sitio 3’), se 
hallaron posibles sitios de unión a proteínas reguladoras de la reacción de empalme, 
siendo muy frecuente una región de timinas que puede unir el factor auxiliar de U2 (U2AF) 
(Smith C. & Valcárcel, 2000) en las etapas iníciales del ensamblaje del spliceosoma. Unas 
posiciones torrente arriba, se encuentra una adenina, que puede corresponder al punto de 
ramificación al cual se unen la RNP U2 y la proteína BBP (Smith C. & Valcárcel, 2000), sin 
embargo esta adenina no se encuentra acompañada de su motivo consenso (YNYTRAY) 
(Fig. 15), lo que indica que la regulación del empalme en los transcritos de este gen es 
limitada, dando lugar a empalmes alternativos que podrían generar nuevas isoformas de 
la proteína, ya que las regiones alternativas generalmente tienen señales mas débiles que 
las regiones constitutivas (Lee C. & Wang Q., 2005).  
 
Aunque la información presente en los sitios de empalme canónicos (sitio de empalme 5’, 
sitio de ramificación y sitio de empalme 3’; descritos anteriormente) son fundamentales 
para el reconocimiento del spliceosoma, estos solos serian insuficientes para definir con 
precisión el exón ya que estas señales parecen contener solo la mitad de la información 
requerida para el reconocimiento del exón (Fairbrother W., et al., 2002); por esto existen 
reguladores adicionales como intensificadores (ESEs) y silenciadores de empalme (Sun 
H. & Chasin L., 2000). Estos elementos han sido particularmente importantes en la 
presencia de sitios débiles de empalme o cuando el empalme alternativo esta involucrado 
(Cartegni L., et al., 2003).  
Así, los exones seis (6) y siete (7) del gen Tg-ama1 (Fig. 14), además de ser las 
secuencias mas cortas del gen (91 y 122 nucleótidos respectivamente), presentan una 
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baja frecuencia de secuencias ESEs (Fig. 14). Adicional a esto, no se observó ninguna 
representación 15nt torrente arriba del sitio donador (exón 6), ni 15nt torrente abajo del 
sitio aceptor (exón 7), las cuales son las posiciones más relevantes de las secuencias 
ESEs en la regulación del empalme, lo que podría implicar una baja regulación y por ende 
una ineficiente definición de estos exones ya que la alteración de las secuencias ESEs 
puede llevar a una eliminación del 20 al 50% de los transcritos por selección natural 
(Fairbrother W., et al., 2002).  
 
Esta alteración de secuencias se da principalmente por mutaciones puntuales que suelen 
ser desventajosas y eliminadas por la selección natural. Sin embargo algunas mutaciones 
pueden ser neutrales o ser seleccionadas positivamente al formar secuencias alternativas 
de reconocimiento con efectos apreciables en la eficacia de sus portadores. En el caso de 
Tg-ama1, la aparente baja regulación de su transcrito lleva a la formación de 4 nuevas 
secuencias alternativas que podrían tener alguna función y localización diferente al del 
gen constitutivo.        
 
6.4. Genes Ortólogos de Tg-ama1 
 
Aunque Hehl A., et al (2000), detectaron solo una copia del gen Tg-ama1, analizándolo 
por medio de Southern y Northern blots, en este trabajo, se lograron identificar dos genes 
homólogos a Tg-AMA1 por herramientas bioinformáticas en la base de datos ToxoDB, los 
cuales dieron lugar a otra investigación que actualmente se esta realizando en el Centro 
de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Quindío, encaminada hacia su 
caracterización, expresión y su posible relación con los procesos de invasión a la célula  
hospedera. El hecho de que Hehl A., et al (2000) solo encontraran una copia del gen Tg-
ama1, puede ser debido a que los dos genes hallados sean pseudogenes y hallan surgido 
al transcribirse inversamente de manera espontanea del gen constitutivo y luego 
insertados en el ADN cromosómico (retrotransposición) (Hirotsune S., et al., 2003). Así, 
posiblemente los dos genes putativos se retro-transcribieron del cromosoma VIIb y se 
insertaron en los cromosomas XII y XI respectivamente (Tabla 3), proceso que 
seguramente les hizo perder el promotor del gen constitutivo y por lo tanto de expresarse 
lo harían con irregularidad (Hirotsune S., et al., 2003). Sin embargo, los genes putativos 1 
55 
 
y 2 presentan 19 y 1 ESTs respectivamente en la base de datos ToxoDB (códigos de 
acceso, ANEXO B), lo que asegura su expresión y posiblemente su traducción.  
 
Otra hipótesis y por la cual se definieron estos genes como ortólogos, es debido a que 
Toxoplasma tiene por ancestros comunes dos organismos sexuados, de los cuales vienen 
la mayoría de genes que observamos hoy en día en el genoma de las tres líneas clónales 
(Boyle J., et al., 2006). Estos genes han permanecido allí con muy poca variación debido 
a la clonalidad como estructura genética de las poblaciones de Toxoplasma (Howe & 
Sibley 1995), por lo tanto esos genes son copias antiguas y provienen desde ese evento 
de cuello de botella, y no se han originado por recombinaciones actuales de genes debido 
a que prácticamente no se da la reproducción sexual entre dichas líneas clónales (A.J. 
Gutiérrez, com. personal). Adicional a esto, cuando se da un evento de duplicación, una 
de las copias tiende a tener un proceso evolutivo acelerado desviando la función ancestral 
a otra diferente, mientras que los ortólogos casi siempre conservan la misma función 
(Koonin E., 2005) como es el caso de los genes Tg-ama1 putativos, los cuales conservan 
su típico dominio AMA1.  
 
Por otro lado, la búsqueda de secuencias de nucleótidos y proteínas por medio de 
diferentes variantes de BLAST para T. gondii, no generaron resultados que sugieran la 
presencia de mas homologías con Tg-AMA1, lo que puede incrementar la probabilidad de 
que ocurra empalme alternativo de genes ya que se ha sugerido una correlación negativa 
entre el empalme alternativo y la duplicación génica (Su Z., et al., 2006), ya que 
aparentemente cada copia duplicada puede perder algunas isoformas producto de 
empalme alternativo, debido a la redundancia funcional o a que esta puede adquirir 
nuevas isoformas (Su Z., et al., 2006). En otras palabras, estos dos mecanismos 
encargados del aumento de la diversidad proteica, pueden evolucionar conjuntamente, 
soportando el modelo de función compartida. El cual explica que en los estados 
tempranos después de la duplicación de genes, las recientes duplicaciones pueden 
conducir a un cierto aumento de diversidad funcional proteica que previamente era llevada 






6.5. Empalme alternativo.  
 
El empalme alternativo de genes puede producir diferentes transcritos de ARNm a partir 
de un solo gen (Graveley B., 2001). Aunque no se ha valorado su importancia en los 
genes de parásitos Apicomplexas, su alta frecuencia en genes eucariotas sugiere que 
este es el mecanismo más importante para el aumento de la diversidad proteica (Graveley 
B., 2001), lo que puede ser de gran utilidad para organismos con una estructura 
poblacional clonal como Toxoplasma gondii (Howe & Sibley 1995). Con este trabajo se 
realiza el primer reporte de empalme alternativo en genes que codifican para proteínas de 
micronemas en T. gondii y junto con el trabajo realizado en el gen Tg-Rop9 (Juan Felipe 
Osorio, datos no publicados, Centro de investigaciones Biomédicas), se dan los primeros 
indicios que soportan lo propuesto por Gutiérrez-Escobar et al. (2006), el cual sugiere que 
el empalme alternativo de genes puede ser un mecanismo importante para proporcionar 
al parasito el arsenal de proteínas necesario para llevar a cabo los procesos de invasión a 
la célula hospedera, con un repertorio genético reducido producto de la escasa 
reproducción sexual. 
 
El Antígeno de Membrana Apical-1(AMA1), es una proteína de micronemas altamente 
conservada en parásitos Apicomplexas. En Toxoplasma, ésta juega un papel fundamental 
en los procesos de invasión, funcionando como una adhesina al permitir la interacción 
inicial con la célula hospedera (Mital J., et al., 2005). Por sus características, esta proteína 
ha sido considerada como candidato para el desarrollo de vacunas en parásitos 
Apicomplexos (Kocken C., et al, 1999; Hodder A., et al, 2001; Hehl A., et al., 2000), sin 
embargo las investigaciones relacionadas con el tema se han enfocado solo en el 
transcrito constitutivo. Sin lugar a duda el hallazgo de nuevos y diferentes transcritos 
producto de empalme alternativo en Tg-ama1, sumado a sus genes ortólogos 
encontrados, implica una nueva visión en el diseño de vacunas que busquen interferir con 
la función de AMA1, en el cual estas variantes deben ser consideradas en el análisis ya 
que un diseño racional de vacunas implica la identificación de antígenos relevantes de 
superficie poco polimórficos (Rosenthal L., et al., 2006).   
 
En cuanto a el primer transcrito analizado (Tgo#S22299699), se observa una retención de 
parte del intron tres, formando con este un exón adicional que porta en su secuencia un 
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codón de terminación que lleva a la interrupción de la secuencia en una parte temprana 
del gen (Fig. 24b). Esto posiblemente lo lleva a su rápida degradación, motivo por el cual 
no se pudo amplificar. Estos codones de terminación suelen ser comunes en los 
transcritos alternativos y la mayoría de estos suelen ser blancos de NMD (nonsense-
mediated mRNA decay), un mecanismo de vigilancia que degrada selectivamente ARN 
sin sentido; donde varios de estos transcritos son empalmados alternativamente para 
regular la expresión proteica, al generar isoformas alternativas que son diferencialmente 
sujetas a NMD (Lewis B., et al., 2002). Con esto sugerimos que esta isoforma y este 
mecanismo podrían estar haciendo parte de la regulación del gen Tg-ama1, lo que podría 
concordar con Wagner & Lykke  (2002), que reportan el NMD como un proceso crítico en 
el desarrollo de la células eucariotas, degradando rápidamente los ARNm que contienen 
codones de parada prematuros.  
 
En el segundo transcrito analizado (Tgo#S22331800) se observa una posición inicial 
alternativa en la UTR 5’ y un salto de seis exones (2–7), formando la primer isoforma del 
gen Tg-ama1 (Fig. 25b). Esta isoforma parece ser una proteína hidrosoluble no secretada 
y aunque no presenta alguna función o similaridad in silico, la amplificación obtenida 
confirma su expresión, la cual posiblemente conlleve a una localización y una función 
diferente a la del gen Tg-ama1 constitutivo debido al salto de exones y al cambio de su 
marco de lectura, el cual hace de este un transcrito completamente diferente al del gen 
constitutivo.  
   
El tercer transcrito (Tgo#S19864053), presenta la retención del intron cinco, el cual lleva 
en su región 5’ un codón de parada prematuro que deja el gen Tg-ama1 solo con los 
primeros 5 exones (Fig. 28), formando la segunda isoforma, al perder su región 
transmembranal y cola citoplasmática. Esta perdida la convierte en una proteína 
hidrosoluble; en la cual su falta de conexión con el citoplasma implica que debe ser 
transportada por un mecanismo diferente para su clasificación. En parásitos 
Apicomplexas las proteínas solubles secretorias son escoltadas a sus organelas blancos 
por la asociación con proteínas transmembranales, las cuales pueden a la vez ser 
subunidades de un complejo de adhesinas (Reiss M., et al., 2001). Así mismo, esta 
isoforma contiene un subdominio APPLE en su NH2-terminal, el cual también posee la 
proteína MIC4 en la misma región y le es suficiente para su clasificación a micronemas 
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(Reiss M., et al., 2001). De esta manera, si el transcrito se traduce a proteína su 
subdominio APPLE podría estar involucrado en su posterior secreción y direccionamiento 
a micronemas.   
 
El cuarto transcrito (Tgo#S19554244) analizado muestra la retención del intron seis, el 
cual hace que la isoforma conserve intactas sus regiones extracelulares y 
transmembranales, pero pierda una parte de su cola citoplasmática (Fig. 30). Esta 
variación podría direccionar esta tercera isoforma a otra región de la célula, debido a la 
variación de sus motivos de reconocimiento. Estos resultados son similares a los de 
Delbac F. et al. (2001). Los cuales reportaron que las miosinas B y C de T. gondii son 
codificadas por empalme alternativo de RNAm y difieren solo en su cola COOH – terminal, 
lo que conlleva a diferentes localizaciones subcelulares y diferentes solubilidades, 
conferidas por sus colas. 
 
Por otra parte, en células de mamíferos esta bien establecido que algunas secuencias de 
aminoácidos en la cola citoplasmática de proteínas transmembranales pueden direccionar 
la proteína a ciertas localizaciones subcelulares, donde estas secuencias de clasificación 
con frecuencia contienen un residuo crítico de tirosina y un bien caracterizado motivo 
consenso YXXф (X, cualquier aminoácido; ф, aminoácido hidrofóbico) (Marks M., et al., 
1997). Adicional a esto, Hehl A., et al. (2000), identificaron y caracterizaron Tg-AMA1 y 
hallaron una gran divergencia con pocas posiciones conservadas entre los dominios 
citoplasmáticos de T. gondii y siete especies del genero Plasmodium, sugiriendo que tal 
desigualdad podría explicar las diferentes localizaciones subcelulares de AMA1 en 
Plasmodium (roptrias) y Toxoplasma (micronemas). 
 
Por esta razón se analizó el motivo de tirosina, hallándolo en la tercera isoforma  pero no 
en Tg-AMA1 constitutivo (Fig. 34), lo cual podría estar implicado en las diferentes 
localizaciones. Esto es consistente con los resultados de Hoppe H. et al., (2000), quienes 
mostraron que la localización de la proteína ROP2 en las roptrias de T. gondii es 
dependiente de la secuencia YEQL ubicada en la cola citoplasmática, indicando que la 
clasificación de proteínas dependientes del motivo YXXф puede ser conservado en T. 
gondii. Por otra parte, Di Cristina M. et al., 2000, hallaron dos motivos conservados 
(SYHYY – EIEYE) en la cola citoplasmática de la proteína Tg-MIC2, necesarios para el 
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direccionamiento de proteínas a micronemas de T. gondii, el cual solo contiene la proteína 
Tg-AMA1 constitutivo (Fig. 30) y podría estar implicado con su localización en 
micronemas, ya que los motivos de tirosina suelen tener un papel mas general en el 
direccionamiento de proteínas a las organelas secretoras del parasito, mientras 
secuencias adicionales, como el motivo EXEY/FE, pueden estar implicados directamente 
en la designación de las rutas para direccionar proteínas del parasito a micronemas (Di 
Cristina M., et al., 2000).   
 
A pesar de estos resultados, no sabemos si estos transcritos en realidad se traducen a 
proteína y conservan alguna función, ya que los análisis estándar como este, no pueden 
proporcionar una completa apreciación de cómo el empalme alternativo modula la función 
del gen, debido a la limitación de las ESTs del cual el empalme alternativo es 
comúnmente derivado (Lewis B., et al., 2002). Lo que hace necesario la continuación del 


























* Aunque la proteína Tg-AMA1 presenta sitios donadores y aceptores conservados 
necesarios para el reconocimiento del spliceosoma, su punto de ramificación presenta un 
consenso degenerado al igual que el de sus secuencias ESEs en algunos exones, lo que 
puede dar como resultado señales débiles de reconocimiento y por ende empalme 
alternativo.   
 
* Los dos genes Tg-ama1 putativos hallados se definieron como ortólogos con base a la 
clonalidad como estructura genética poblacional de T. gondii y aunque estudios anteriores 
realizados con Southern y Northern blots no detectaron su presencia el hallazgo in silico 
de 20 ESTs seguramente denotan su expresión.      
 
* Se identificaron cuatro eventos de empalme alternativo en la secuencia codificante y en 
la UTR 5’ de los pre-ARNm que codifican para la proteína Tg-AMA1, a través del análisis 
de secuencias EST, de los cuales se demostró la ocurrencia de tres ellos por medio de la 
técnica RT-PCR.  
 
* Se realiza el primer reporte de empalme alternativo en genes que codifican para 
proteínas de micronemas de Toxoplasma, indicando que dicho proceso puede ser 
relevante en cuanto el aumento de la diversidad proteica de las organelas apicales y su 
relación en procesos de invasión. 
 
* El hallazgo de empalme alternativo en Tg-AMA1, implica una nueva visión en el diseño 
de vacunas para interferir con la función de AMA1, ya estas variantes sin duda alguna 
deben ser consideradas en los análisis preliminares.   
 
* El cuarto transcrito alternativo (tercer isoforma) fue confirmado por medio de la prueba 
de secuenciación y difiere de la proteína constitutiva solo en su cola C–terminal, 
cambiando los posibles motivos de direccionamiento de la misma, lo que la podría 







* Diseñar RACE-PCR para amplificar y secuenciar los transcritos completos que 
contienen los eventos de empalme alternativo identificados en las secuencias EST de Tg-
ama1.  
 
* Desarrollar anticuerpos monoclonales específicos para cada isoforma de Tg-AMA1 y 
realizar su inmunolocalización.    
 
* Analizar los posibles eventos de empalme alternativo en todos los genes que codifican 


























Mis más sinceros agradecimientos a las siguientes personas e instituciones: 
 
*  A mi familia y amigos. 
* Diana Carolina Henao y Juan Felipe Osorio por su enorme apoyo moral y 
académico. 
* Aylan F. Arenas y Andrés J. Gutiérrez, por su amistad y mi formación académica. 
* Jorge Enrique Gómez por aceptarme en su grupo de investigación y por sus 
valiosos consejos y recomendaciones. 
*  Profesores, compañeros de clase y administrativos del programa de Biología de 
la Universidad del Quindío.  
* GEPAMOL y al Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del 






















Ajioka J., et al. 1998. Gene discovery by EST sequencing in Toxoplasma gondii reveals 
sequences restricted to the Apicomplexa. Genome Res 8, 18-28. 
 
Boguski M., et al. 1993. dbEST – database for “expressed sequence tags”. Nat Genet 4, 
332-333.  
 
Bonizzoni P., et al. 2006. Computational methods for alternative splicing prediction. 
Briefings in functional genomics and proteomics. Vol 5. No I. 46 – 51. 
 
Boothroyd J., et al. 1997. Genetic and biochemical analysis of development in Toxoplasma 
gondii. Phil.Trans. R. Soc. Lond. B. 352, 1347^1354  
 
Brecht S., et al. 2001. The Toxoplasma micronemal protein Mic4 is an adhesin composed 
of six conserved apple domains. The Journal of Biology Chemistry. Vol 276, No. 6. Issue 
of February 9.   
 
Bulow R. & Boothroyd J. 1991. Protection of mice from fatal Toxoplasma gondii infection 
by immunization with p30 antigen in liposomes. J Immunol 147, 3496-3500. 
 
Burge C., et al. 1999. Splicing of precursors to mRNAs by the spliceosomes. In The RNA 
World. Edn 2. Edited by Atkins J. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Press; 525-
560. 
 
Burset M., et al. 2000. Analysis of canonical and non-canonical splice sites in mammalian 
genomes. Nucleic Acids Res. 28, 4364–4375. 
 
Cartegni L., et al. 2002. Listening to silenceand understanding non sense: exonic 
mutations that affect splicing. Nature Rev. Genet., 3, 285–298. 
 
Cartegni L., et al. 2003. ESE finder: a web resource to identify exonic splicing enhancers. 
NucleicAcidsResearch,Vol.31,No.13. 
 
Carucci D., et al. 1998. The malaria genome sequencing project. Exp Rev Mol Med. 
Chaudhary K., et al. 2005. Protozoan genomics for drug discovery. Nature Biotechnology 
 23, 1089 - 1091 (2005). 
Crewther P., et al. 1990. Plasmodium falciparum: two antigens of similar size are located 
in different compartments of the rhoptry. Exp. Parasitol. 70:193–206. 
 
Croft L., et al. 2000. The intron information system, reveals the high frequency of 




Darde M., et al. 1992. Isoenzyme analysis of 35 Toxoplasma gondii isolates and the 
biological and epidemiological implications. J Parasitol 78, 786- 794. 
 
Delbac F., et al. 2001. Toxoplasma gondii myosins B/C: one gene, two tails, two 
localizations and a role in parasite division The Journal of Cell Biology,155. 
 
Di Cristina M., et al. 2000. Two conserved Amino Acid motifs madiate protein targeting to 
the micronemas of the Apicomplexan parasite Toxoplasma gondii. Molecular and Celular 
Biology. Vol. 20. No 19.  
 
Donahue C., et al. 2000. The Toxoplasma homolog of the Plasmodium apical membrane 
antigen-1 (AMA-1) is a microneme protein secreted in response to elevated intracellular 
calcium levels. Mol. Biochem. Parasitol, Nov;111(1):15-30. 
 
Dyrlov J., et al. 2004. Improved Prediction of Signal Peptides: SignalP 3.0. J. Mol. Biol. Jul, 
16;340(4):783-95. 
 
Fairbrother W., et al. 2004. Single nucleotide polymorphism-based validation of exonic 
splicing enhancers. PLoS Biol. Sep: 2(9).    
 
Gandon S., et al. 2001. Imperfect vaccines and evolution of pathogen virulence. Nature 
414, 751-756. October.   
 
Gandon S., et al. 2003. Imperfect vaccination: some epidemiological and evolutionary 
consecuences. Proc. R. Soc. Lond. B. 270, 1129-1136. 
 
Graveley B., 2001. Alternative splicing: increasing diversity in the proteomic world. 
TRENDS in Genetics Vol. 17 No. 2 February. 
 
Gutiérrez A., et al. 2006. Molecular evolution of serine/arginine splicing factors family (SR) 
by positive selection. In Silico Biology 6, 0032. 
 
Hehl A., et al. 2000. Toxoplasma gondii homologue of plasmodium apical membrane 
antigen 1 is involved in invasion of host cells. infection and immunity, dec. p. 7078–7086 
vol. 68, no. 12. 
 
Henikoff S., et al. 1997. Gene families: the taxonomy of protein parálogos and chimeras. 
Science. Vol. 278. October.  
 
Hodder A., et al. 2001. Specificity of the Protective Antibody Response to Apical 
Membrane Antigen 1. Infection and Immunity, May, p. 3286–3294 Vol. 69, No. 5. 
 
Hoppe H. et al. 2000. Targeting to rhoptry organelles of Toxoplasma gondii involves 
evolutionarily conserved mechanisms. Nature cell Biology. Vol. 2. July.  
 
Howe D. & Sibley L. 1995. Toxoplasma gondii comprises three clonal lineages: correlation 
of parasite genotype with human disease. J Infect Dis 172, 1561-1566.  
 
Huân M., et al. 2000. Differential sorting and post-secretory targeting of proteins in 




Radke J., et al. 2005. The transcriptome of Toxoplasma gondii. BMC Biology 2005, 3:26 
Jiang Z. & Wu J. 1999. Alternative splicing and programmed cell death. Proc Soc Exp Biol 
Med 1999, 220:64-72. 
Johnson A.M., 1997. Speculation on possible life cycles for the clonal lineages in the 
genus Toxoplasma, Parasitol. Today 13, 393–397. 
 
Kan Z., et al. 2001. Gene structure prediction and alternative splicing analysis using 
genomically aligned ESTs. Genome Res, 11:889-900. 
Kocken C., et al. 1999. High-Level Expression of Plasmodium vivax Apical Membrane 
Antigen 1 (AMA-1) in Pichia pastoris: Strong Immunogenicity in Macaca mulatta 
Immunized with P. vivax AMA-1and Adjuvant SBAS2. Infection and Immunity, Jan. p. 43–
49. 
 
Kyte J. & Doolittle R. 1982. A simple method for displaying the hydropathic character of a 
protein. J. Mol. Biol. 157: 105-132. 
 
Lee C. & Wang Q. 2005. Bioinformatics analysis of alternative splicing. Briefings in 
Bioinformatics. Vol 6. No 1. 23-33. March.     
 
Lekutis C., et al. 2001. Surface antigens of Toxoplasma gondii: variations on a theme. 
International Journal for Parasitology, Vol. 31, No 12. October. 
 
Lewis B., et al. 2002. Evidence for the widespread coupling of alternative splicing and 
nonsense-mediated mRNA decay in humans. PNAS. January 7, Vol. 100 No 1.  
 
Ling Y., et al. 2007. The farnesyl diphosphate/geranylgeranyl diphosphate synthase of 
Toxoplasma gondii is a bifunctional enzyme and a molecular target of bisphosphonates. 
The Journal of Biological Chemestry. http://www.jbc.org/cgi/doi/10.1074/jbc.M703178200.   
 
Marks M., et al. 1997. Protein sorting by tyrosine – based signals: adapting to the Ys and 
wherefores. Trends Cell Biol. 7, 124 – 128.  
 
Michael W. & Boothroyd C. 2000. Lytic Cycle of Toxoplasma gondii. Microbiology and 
Molecular Biology reviews. Sept, p. 607–623 Vol. 64, No. 3. 
 
Mironov A., et al. 1999. Frequent alternative splicing of human genes. Genome Res, 
9:1288-1293. 
 
Mital J., et al. 2005. Conditional Expression of Toxoplasma gondii Apical membrane 
Antigen-1 (TgAMA1) demonstrates that TgAMA1 play a critical role in host cell invasion. 
Molecular Biology of the Cell. Vol.16, 4341-4349.     
 
Modrek B., et al. 2001. Genome- wide detection of alternative splicing in expressed 




Nakaar V. et al. 1998. Basis for substrate specificity of the Toxoplasma gondii nucleoside 
triphosphate hydrolase. Molecular and Biochemical Parasitology 97 (1998) 209–220. 
 
Parmley S., et al. 1994. Two alleles of the gene encoding surface antigen P22 in 25 strains 
of Toxoplasma gondii. J Parasitol 80, 293-301.  
 
Peterson M., et al. 1989. Integral Membrane Protein Located in the Apical Complex of 
Plasmodium falciparum. Molecular and Cellular Biology, July, p. 3151-3154 Vol. 9. No. 7. 
 
Radke J., et al. 2005. The transcriptome of Toxoplasma gondii. BMC Biology, 3:26. 
 
Reiss M., et al. 2001. Identification and Characterization of an Escorter for Two Secretory 
Adhesins in Toxoplasma gondii. The Journal of Cell Biology, Volume 152, Number 3, 
February 5, 563–578. 
 
Sibley L. & Boothroyd J. 1992. Construction of a molecular karyotype for Toxoplasma 
gondii. Mol Biochem Parasitol 51, 291-300. 
 
Sibley L., 1993. Interactions between Toxoplasma gondii and its mammalian host cell. 
Seminars in Cell Biology 4, 335 – 344 
 
Smith C., et al. 2000. Alternative pre-mRNA splicing: the logic of combinatorial control. 
Trends Biochem Sci, 25:381-388 
 
Smith C. & Valcárcel J. 2000. Alternative pre-mRNA Splicing: The logic of Combinatorial 
Control. TIBS 25, 381-388. 
 
Su Z., et al. 2006. Evolution of alternative splicing after gene duplication. Genome Res, 16: 
182-189. 
 
Sun H. & Chasin L. 2000. Multiple splicing defects in an intronic False exon. Mol.Cell.Biol., 
20, 6414–6425. 
 
Khan A., et al. 2005. Composite genome map and recombination parameters derived from 
three archetypal lineages of Toxoplasma gondii. Nucleic Acids Research, 33:2980–2992 
 
Wagner & Lykke. 2002. mRNA surveillance: the perfect persist. Journal of Cell Science. 
115, 3033-3038 (2002) 
 
Watson J., et al. 2004. Molecular Biology of the Gene. Fifth Edition. International Edition. 
 
White L., et al. 2000. The Two Toxoplasma gondii Hypoxanthine-Guanine 
Phosphoribosyltransferase Isozymes Form Heterotetramers. The Journal of Biological 
Chemestry. 275. 19218–19223. 
 
Wilson R. & Williamson D. 1997. Extrachromosomal DNA in the Apicomplexa. Microbiol 




Yamazaki K., et al. 2001. ParalogCluster: Classifying Paralogs in a Genome in to 
Paralogous Groups. GenomeInformatics12:409–410. 
 
Zhang Q. 2002. Computational Prediction of Eukaryotic protein-coding genes. Rev. 

















































ESTs de gen putative 1. 
Toxoplasma _gondii|CB186426|2006-10-02|EST|dbEST                  
Toxoplasma_gondii|XTG08203_o5_0|2007-09-06|EST|dbEST       
Toxoplasma_gondii|CN121446|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CV702115|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CF267509|2006-10-02|EST|dbEST                     
Toxoplasma_gondii|BG659327|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CB752338|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CN199824|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CN614783|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CF246346|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CF246565|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CB412026|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CB411406|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CN122828|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CB411918|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CN122687|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CB753090|2006-10-02|EST|dbEST                    
Toxoplasma_gondii|CN195500|2006-10-02|EST|dbEST                     
Toxoplasma_gondii|CB373282|2006-10-02|EST|dbEST                      
 
EST gen putativo 2 
Toxoplasma_gondii|XI|583.m09144|Annotation| 
 
 
 
